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Optimizacija metod kolokalizacije za funkcionalno analizo genov krompirja, ki 
sodelujejo pri obrambnem odzivu na krompirjev virus Y 
Povzetek  
PVY predstavlja najbolj ekonomsko škodljiv virus za gojenje krompirja. Precej podatkov 
o mehanizmih interakcije med PVY in krompirjem je že poznanih, od interakcij različnih 
sevov PVY z različnim genotipi krompirja, do vpliva hormonov na imunski odgovor 
krompirja in vlog posameznih genov PVY ter krompirja v tej interakciji. Namen tega dela 
je bilo preverjanje interakcije med proteini imunskega odgovora krompirja s pomočjo 
metode kolokalizacije za interakcije, ki so bile potrjene kot pozitivne z metodo 
dvohibridnega sistema kvasovk. V eksperimentu smo najprej pripravili dva seva 
transgenih agrobakterij, od katerih je en vseboval binarni plazmid z zapisom za ERF98.2-
GFP in drugi binarni plazmid z zapisom za PP2C-GFP. Agrobakterije smo nato uporabili 
za analizo lokalizacije SAPK8-RFP, ERF98.2-GFP in PP2C-GFP v listih N. benthamiana 
in preverili, ali pride do kolokalizacije SAPK8-RFP in ERF98.2-GFP ter SAPK8-RFP in 
PP2C-GFP. Rezultati so pokazali, da je do kolokalizacije SAPK8-RFP in ERF98.2-GFP 
prišlo v jedru in citoplazmi, medtem ko je do kolokalizacije SAPK8-RFP in ERF98.2-
GFP prišlo le v jedru, čeprav v večini celic ni bila vidna.    
 
Ključne besede: krompir-PVY interakcija, kolokalizacija, SAPK8, ERF98.2, PP2C  
 
 
 
Optimisation of colocalisation studies for functional analysis of potato genes 
involved in defence response against PVY  
Abstract 
PVY is the most economically harmful virus for potato growing. The relationship 
between PVY and potatoes was so far intensively studied, describing the interactions of 
different PVY strains with different potato cultivars, the influence of hormones on the 
potato immune response, the roles of individual PVY and the potato genes in that 
interaction. The purpose of this work was to verify the interaction between the proteins 
of the potato immune response using the method of co-localisation for interactions that 
were positive in the yeast two-hybrid system. In the experiment, transgenic agrobacteria 
were first prepared using two plasmids, one containing a binary plasmid with an insert 
coding for ERF98.2-GFP and the other containing a binary plasmid with an insert coding 
for PP2C-GFP. Agrobacteria were then used to analyze the localization of SAPK8-RFP, 
ERF98.2-GFP, and PP2C-GFP in N. benthamiana leaves and to check whether co-
localization occurred between SAPK8-RFP and ERF98.2-GFP, as well as SAPK8-RFP 
and PP2C-GFP. The results showed that the first co-localization occurred in the nucleus 
and cytoplasm, while the second co-localization occurred in the nucleus, although it was 
not visible in most cells. 
 
Keywords: potato-PVY interaction, co-localization, SAPK8, ERF98.2, PP2C 
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SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC IN SIMBOLOV  
 
ABA abscizinska kislina (ang. abscisic acid) 
ABI ang. ABA INSENSITIVE 
BAK1 brasinosteriod insensitive1 – povezana kinaza 
BKK1 BAK1 podobna kinaza 
cc kemično kompetentne (ang. chemically competent) 
CFP cian fluorescenčni protein (ang. cyan fluorescent protein) 
dNTP deoksi nukleozid trifosfat 
DAMP molekularni vzorec povezan z nevarnostjo (ang. danger assosciated 
molecular pattern) 
DRE element, odziven na dehidracijo (ang. dehydration response element) 
dsDNA dvoverižna DNA (ang. double stranded DNA) 
ec elektrokompetentne 
EM elektromagnetno 
ETI imunost sprožena z efektorji (ang. Effector Triggered Immunity) 
GFP  zeleni fluorescentni protein (ang. green fluorescent protein) 
HR preobčutljivostni odgovor (ang. hypersensitive response) 
MAPK mitogen aktivirana protein kinaza (ang. Mitogen Activated Protein 
Kinase) 
MKK MAPK kinaza (ang. MAPK Kinase) 
NahG gen za salicilat hidroksilaz, ki razgrajuje SA 
NIB Nacionalni inštitut za biologijo 
OD600 absorbanca pri  valovni dolžini 600nm 
PAMP molekularni vzorec povezan s patogenom (ang. pathogen assosciated 
molacular pattern) 
PTI imunost sprožena s PAMP-ji (ang. PAMP-Triggered Immunity) 
PVY krompirjev virus Y (ang. potato virus Y) 
RCAR regulativne komponente ABA receptorja (ang. regulative component of 
ABA receptor) 
 
 
RFLP polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov (ang. Restriction 
fragment lenght polymorphism) 
RFP rdeči fluorescentni protein (ang. red fluorescent protein) 
ROI Območje na listu (ang Region of Interest) 
ROS reaktivne kisikove spojine (ang. Reactive Oxygen Species) 
rpm rotacij na minuto (ang. rotation per minute) 
SA salicilna kislina (ang. salicylic acid) 
siRNA majhne ovirajoče RNA (ang. small interfering RNA) 
SNF1 ang. sucrose nonfermenting-1 
SnRK SNF1-podobna kinaza (ang. SNF1-related kinase) 
ssRNA enoverižna RNA (ang. single stranded RNA) 
ssDNA enoverižna DNA (ang. single stranded DNA) 
S.O.C.  super optimalno gojišče z katabolno represijo (ang. Super Optimal broth 
with Catabolite repression) 
TE tris EDTA 
TIR toll/interlevkin receptor 
Tm temperatura tališča začetnih oligonukleotidov (ang. primer melting 
temperature) 
U enota (ang. Unit)  
YFP rumeni fluorescenčni protein (ang. yellow fluorescent protein) 
YM medij selekcijski medij za acidofilne organizme (ang. Yeast and Mold) 
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1. Uvod 
 
Virusi povzročajo uničujoče epidemije, ki so prizadele človeške civilizacije od 
začetka kmetijstva in so razlog za velike izgube hrane po vsem svetu. Eden izmed 
največjih patogenov krompirja, četrte najbolj pomembne gojene rastline na svetu, je 
krompirjev virus Y (PVY). Da bi zmanjšali izgube in s tem omogočili gospodarske, 
ekološke in socialne koristi v kmetijstvu, je potrebno imeti več znanja o interakcijah, ki 
potekajo med tem patogenom in krompirjem [1–3]. Biokemijski dogodki, ki se odvijajo 
pri obrambnem odzivu krompirja na PVY so večinoma neznani. Da bi odkrili mehanizme 
in poti, ki vodijo k odpornosti proti PVY, je potrebno vedeti več o samem patogenu, o 
vplivu hormonov na obrambni odziv krompirja na patogen in o interakcijah med proteini 
znotraj rastline pri različnih interakcijah gostitelja in patogena. 
1.1. Krompirjev Virus Y 
PVY je vrsta ssRNA virusov iz rodu Potyvirus, ki je eden izmed šestih rodov v družini 
Potyviridae. Virioni virusa so nitaste in prožne oblike s spiralno simetrijo, dolžine 730-
740 nm in premera 12 nm. PVY ima širok spekter gostitelja, ki vsebuje vrste iz družine 
Solanaceae, kot so krompir (Solanum tuberosum), paradižnik (Solanum lycopersicum), 
tobak (Nicotiana spp.) in paprika (Capsicum spp.) [4].  
1.1.1. Sevi PVY 
Krompirjeve izolate so razdelili v štiri glavne skupine sevov: PVYO, PVYZ PVYN in 
PVYC, glede na simptome, ki jih povzročajo, in genotipe, ki jih okužujejo. PVYN se 
razlikuje od drugih treh sevov v tem, da povzroči močno reakcijo venske nekroze tobaka, 
vendar ne povzroči preobčutljivostnega odgovora pri genotipov sevov krompirja. Sevi 
krompirja imajo gene odpornosti proti PVYO in PVYN, kjer je ključen Ny, različne od 
genov proti PVYC, kjer je ključen Nc in od genov proti PVYZ, kjer je kjučen Nz [4–6]. 
PVYO je razlog za velike težave pri proizvodnji krompirja, ki ne vsebuje glavnih genov 
odpornosti, ker povzroča mozaične simptome v listih in izgubo pridelka, medtem ko 
PVYC povzroča milejše simptome pri krompirju. Po drugi strani je PVYC bolj pomemben 
pri drugih poljščinah kot je paprika, kjer povzroča mozaične in nekrotične simptome s 
precejšnim zmanjšanjem pridelka [4].  
Zanimiva lastnost PVY raznolikosti je povezava med filogenetsko klasifikacijo in 
selektivnostjo gostitelja, ki ga okužujejo. Najprej so s pomočjo analize RFLP virusne 
RNA klasificirali seve PVYO, PVYN in PVYNP (»non-potato«), ki okužuje papriko in 
tobak. Kasneje so s pomočjo iste metode sevi PVYC razdelili v dva seva PVYC1, ki je bil 
dodan k PVYNP, in PVYC2, ki je bil ločen od opisanih PVY skupin ali podskupin[4, 7, 8].  
Z analizo PVY izolatov, ki povzročajo obročkaste nekroze v gomoljih krompirja in 
so kasneje dobili ime PVYNTN, so pokazali, da so ti izolati rekombinatni, pri čemer so 
deli genoma skupni s PVYO, medtem ko so drugi skupni s PVYN. Kasneje so odkrili drugi 
rekombinantni sev, PVYN-W, ki je skupaj s PVYNTN pokazal boljšo infektivnost pri okužbi 
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krompirja od nerekobinantnih sevov. Rekombinantni sevi imajo očitno prednost pred 
izolati PVYN, saj so verjetno izgubili molekularne determinante venske nekroze v tobaku, 
ki zmanjšajo infektivnost virusa pri rekombinacijskih dogodkih [9], [10]. Ugotovljeno je, 
da je v primerjavi s PVYO, PVYNTN učinkovitejši sev pri premagovanju indukcije prvega 
signala, kar mu omogoča, da obide obrambni odgovor rastline [11]. 
1.1.2. Organizacija genoma in funkcija proteinov 
Genom je sestavljen iz +ssRNA, dolge približno 9,7 kbp. RNA je kovalentno 
povezana z molekulo genomsko povezanega virusnega proteina (VPg). Na 5' koncu 
vsebuje en odprti bralni okvir, na 3' koncu pa poliadenozinski rep. Genom se izraža kot 
poliprotein, ki se samoizrezuje v 10 zrelih proteinih. Poleg 10 proteinov, ki nastanejo z 
izrezovanjem poliproteina je ugotovljeno, da obstaja tudi enajsti protein, ki nastane s 
pomočjo drugega bralnega okvirja [4]. Proteini so naslednji: 
Protein P1, protein, ki ima največjo variabilnost med protivirusi, se veže na ss in 
dsRNA ter ima vlogo pri pomnoževanju genoma in zatiranju rastlinskih obramb, ki 
bazirajo na RNA utišanju. Protein ima tudi proteazno aktivnost [4].  
Protein HC-Pro (»helper component protease«) ima naslednje vloge: omogoča 
prenašanje virusa z ušmi, tako da deluje kot most med plaščnim proteinom viriona in 
neznanim receptorjem v stilu uši; zatira rastlinske obrambne sisteme, tako da se veže na 
siRNA in podenote 20S proteasoma, ki imajo vlogo v antivirusnem odgovoru; določa 
resnost simptomov in omogoča sinergijo z drugimi virusi v rastlini; veže se na 
evkariontski iniciacijski faktor 4E, ki omogoči iniciacijo translacije[4]. 
Proteina P3 in 6k2 sta potivirusna membranska proteina in imata vlogo v replikaciji 
virusa. 6K2 omogoča zasidranje virusnega replikacijskega kompleksa v endoplazemski 
retikulum, medtem ko P3 vpliva na patogenost in premikanje virusa. Translacijsko 
premikanje pri prepisovanju P3 proteina omogoči ekspresijo P3N-PIPO proteina, ki 
omogoča prehod virusa iz celice v celico preko plasmodesm. Vloga proteina 6k1 je 
neznana[4]. 
Protein CI ima vlogo pri prehodu virusa iz celice v celico preko tvorbe cilindričnih 
inkluzijskih telesc. Protein ima verjetno tudi pomembno vlogo pri pomnoževanju 
virusa[4]. 
Prvi jedrski vključitveni protein, NIa, ima dve domeni: VPg, ki omogoči približanje 
številnih virusnih in rastlinskih proteinov ter proteazo, ki izrezuje večino virusnega 
polipeptida. Drugi jedrski vključitveni protein, NIb, je RNA odvisna RNA polimeraza, 
ključna za pomnoževanje virusa[4]. 
Plaščni protein (CP) je trodomenski protein, potreben za sestavljanje viriona, 
premikanje virusa in prenos s pomočjo uši. Variabilnosti v tem proteinu in proteinu HC-
Pro so razlog za razlike prenašanja z uši med posameznimi sevi PVY [4, 12].  
1.1.3. Prenašanje virusa 
Glavni načini prenosa PVY so prenašanje okuženega vegetativnega materiala, 
prenašanje z ušmi in v manjši meri prek stika [4]. PVY prenaša več kot 40 vrst listnih uši, 
od katerih je Myzus persicae najbolj učinkovit in najbolj geografsko razširjen vektor. 
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Obdobja pridobivanja virusa in inokulacije so kratka, trajajo od nekaj sekund do nekaj 
minut, medtem ko latentnega obdobja ni. Pridobivanje virusa in inokulacija vključujeta 
prodor stila v epidermalni sloj rastlin, ko stili prebijejo celično membrano ali se prekinejo 
plazmodezme. Retencijski čas virusa v uši, ki znaša od 2 do 17 ur, omogoča prenos PVY 
preko dolgih razdalj[13]. Učinkovitost prenosa je odvisna od potrebe uši po hrani in od 
seva PVY, ki se prenaša [14, 15].   
1.2. Obrambni sistem krompirja proti PVY 
1.2.1. Imunski sistem rastlin 
Prirojeni imunski odgovor rastline je sestavljen iz dvostopenjskega sistema 
zaznavanja, ki vključuje imunske receptorje v plazmalemi in znotraj celice, ki se 
aktivirajo po okužbi. V prvi stopnji obrambe, imunosti sproženi s PAMP (PTI), 
površinsko locirani receptorji za prepoznavanje vzorcev zaznajo PAMP ali DAMP in kot 
odgovor oligomerizirajo s koreceptorji kot so BAK1 in BKK1, da izzovejo odzive, pri 
katerih sodelujejo proteini povezani s patogenezo (PR-proteini), čeprav je malo znanega 
o njihovem vplivu na viruse. V interakcijah rastlin z virusi, je eden od glavnih 
mehanizmov protivirusne obrambe utišanje RNA s pomočjo siRNA. Pri uspešni okužbi 
ekspresija virusnega genoma privede do sinteze virulenčnih proteinov, imenovanih tudi 
efektorji, ki inhibirajo gostiteljev mehanizem utišanja RNA, najbolj pomembnega 
obrambnega sistema rastlin proti virusom, in privedejo do bolezni. V odpornih sevih pa 
se aktivira druga stopnja zaznavanja, odpornost sprožena z efektorji (ETI), kjer R 
proteini specifično prepoznajo virusne efektorje in aktivirajo obrambni odgovor [16, 17]. 
 
Imunski odzivi, ki sledijo aktivaciji R proteinov, so povezani s proizvodnjo ROS, 
prilivom kalcijevih ionov, aktivacijo MAPK, kopičenjem salicilne kisline (SA) in 
spremembo prepisovanja genov. R proteini si delijo strukturne in funkcijske značilnosti. 
Levcinska domena pri C koncu prepozna efektor, pri čemer aktivira obrambno 
signalizacijo s pomočjo TIR podobne ali zavite tuljavne (CC) domene. Številni R proteini 
so sestavljeni iz N-končne CC domene, centralne domene za vezavo nukleotidov (NBS) 
in C-končne ponavljajoče se levcinske domene (LRR). Poleg dominantnih R genov so 
zabeleženi tudi recesivni R geni, katerih večina omogoča odpornost proti virusom. 
Recesivni R geni niso imunski receptorji, ampak predstavljajo mutacije genov, ki jih virus 
potrebuje za svoje namnoževanje. Primer takšnih genov so mutacije evkariontskega 
iniciacijskega faktorja 4E, ki omogoča iniciacijo translacije virusa[4, 16, 17]. Glavni 
problem R genov, vpletenih v interakcijo PVY s krompirjem, posebno tistih v 
preobčutljivostnem odgovoru, je temperaturna nestabilnost, pri čemer proteini izgubijo 
svojo funkcijo običajno pri temperaturah višjih od 20 do 28oC [11, 17].  
1.2.2. Tipi krompir-PVY interakcij 
Na splošno interakcije med rastlinskim virusom in gostiteljem spadajo v dve 
kategoriji: rastline so imune na virus, pri čemer do infekcije ne pride, oziroma do infekcije 
lahko pride in je virus zmožen okužbe. V večini primerov so rastline imune, virus se ne 
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more pomnoževati niti v inokuliranih celicah in njegovo število se ne zviša, zaradi česar 
pride do odpornosti [18]. 
V primerih, ko do okužbe lahko pride, gostiteljske rastline kažejo bodisi združljivo, 
bodisi nezdružljivo interakcijo. Pri nezdružljivi interakciji se rastlina upira virusu s 
pomočjo omejevanja virusnega pomnoževanja in napada v njej, s čimer onemogoči 
prehod virusa iz primarno okuženega lista, za razliko od združljive interakcije, kjer 
rastlina nima dovolj dobrega obrambnega sistema, da bi to onemogočila, zaradi česar 
virus prehaja v vaskulaturo rastline in s tem do oddaljenih organov rastline. Združljive 
interakcije se naprej delijo na občutljive in tolerantne, medtem ko se nezdružljive delijo 
na tiste, pri katerih okužba s PVY povzroči ekstremno odpornost in tiste, pri katerih 
okužba s PVY povzroči probčutljivostni odgovor [11]. 
Občutljive rastline krompirja razvijajo hude simptome bolezni v okuženih in gornjih 
neokuženih listih in hude sistemske simptome, ki so lahko tudi nekroza gomoljev. Virus 
ima velik vpliv na fitnes in pridelka pri krompirju. Primera takšnih interakcij sta 
interakciji seva PVYNTN s krompirjem Igor ali Nadine[11]. 
Tolerantne rastline razvijajo malo ali nič simptomov po inokulaciji in pride do 
latentne infekcije. Virus je prisoten v gornjih neinokuliranih listih in gomoljih, vendar ne 
vpliva na fitnes in donos. Primera takšnih interakcij sta interakciji seva PVYNTN s 
krompirjem sort Pentland Squire ali Desirée[11]. 
V primerih ekstremne odpornosti (ER) do razvoja simptomov ne pride oziroma 
pride do izredno majhne nekroze. Koncentracije virusov so izredno nizke, zaradi 
inhibicije replikacije ali pa zaradi inhibicije prehoda virusa med celicami. Ne pride do 
širjenja virusa v gomolje in ni vpliva na fitnes rastline. R geni, ki omogočajo ER v sortah 
krompirja, se označujejo so Ry. Primer takšne interakcije je interakcija PVYNTN s sorto 
krompirja Sante[11]. 
V primerih preobčutljivostnega odgovora (HR) rastlina onemogoči prehod virusa v 
floem in njegovo širjenje v druga tkiva, ki niso primarno okužena, vendar pa širjenje iz 
celice v celico in replikacija virusa nista inhibirana. S tem je okužba omejena na 
inokulirane liste, na katerih se vidi lokalna nekroza. Vpliv virusa na fitnes rastline in 
donos je neznaten. Geni, ki omogočajo HR odgovor na PVY so Ny, Nc in Nz geni, od 
katerih Ny in Nc prepoznata HC-Pro protein virusa, medtem ko se ne ve, kateri protein 
prepozna Nz. Primeri takšne interakcije so interakcija PVYNTN s sevom krompirja Rywal, 
interakcija PVYO s sorto krompirja Desirée in interakcija PVYC s sorto krompirja King 
Edward [11, 17]. Mehanizem HR še vedno ni pojasnjen. Glavna reakcija rastline, s katero 
povezujemo HR, je nekroza na okuženem tkivu. Predpostavlja se, da rastlina onemogoči 
širitev virusa s pomočjo tvorbe območja mrtvih celic, v katerem je virus ujet [19]. Vendar 
nekroza tkiva ni dovolj za zaustavitev širitve virusa, ker se virus lahko zazna tudi zunaj 
območja mrtvih celic. Predlagano je, da je celična smrt neodvisna od obrambnega 
odgovora z Ny genom [11, 19].  
1.2.3. Vpliv hormonov pri krompirjevem odgovoru na PVY 
Rastlinski hormoni upravljajo in koordinirajo vse vidike rasti in razvoja rastlin, imajo 
pa tudi pomembo vlogo pri rastlinskem odgovoru na biotski in abiotski stres, na kar kaže 
zvišanje količine hormonov in njihovih derivatov po okužbi. Pri dovzetnih genotipih 
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virusi pogosto manipulirajo biokemijske procese v rasltini pri svojem pomnoževanju in 
transportu v rastlini in motijo hormonsko signalizacijo [11, 16].  
Najbolj pomemben hormon pri krompirjevem odgovoru na PVY je salicilna kislina 
(SA), čeprav za koordinacijo rastlinske obrambe pri okužbi pomembni tudi ostali hormoni 
[16]. Inokulacija virusa sproži de novo sintezo SA, ki ima ključno vlogo pri zaviranju 
širjenja PVY v parenhimskih celicah. Tudi v primeru združljivih interakcij lahko SA 
povzroči izražanje skupine genov, odgovornih za obrambni odziv, ki upočasni 
razmnoževanje virusa in razvoj bolezni. Pomanjkanje kopičenja SA v rastlinah krompirja 
NahG (transgene linije, ki izražajo bakterijski gen NahG) povzroča neomejeno širjenje 
virusov in posledično bolezenske simptome. NahG, salicilat hidroksilaza, katalizira 
pretvorbo SA v katehol in se pogosto uporablja pri študiju vpliva SA na obrambni sistem 
krompirja. Zabeleženi so vplivi SA na zvišanje koncentracije PR proteinov, modifikacije 
celične membrane s pomočjo peroksidaz in na sekundarni metabolizem[3]. Poleg tega je 
dokazano, da ne pride do številne regulacije MKK proteinov v HR na PVY v NahG 
mutantih[20]. Pomembno je omeniti, da čeprav ima pomembno vlogo pri inhibiciji 
virusne replikacije in širjenja, SA ne vpliva na tvorbo lezij [3].  
1.2.4. Celično reprogramiranje tekom interakcij med PVY in krompirjem 
PVY povzroča številne citološke, biokemijske in fiziološke spremembe v rastlinah, 
ki so posledica motnje transkriptoma, medtem ko odgovor krompirja variira v odvisnosti 
od seva virusa in genotipa gostitelja. Celice krompirjev, okuženih s PVYN so manjše, 
njihovo število v apikalnem meristemu je znižano, kar negativno vpliva na število in 
površino listov. Nekroza je zabeležena v mehaničnem tkivu, kjer celice vsebujejo gosto 
citoplazmo skoraj brez vakuol s povečanim ameboidnim jedrom, številni vezikli, počenim 
tonoplastom ter odebeljeno celično steno. V občutljivih rastlinah kloroplasti nabreknejo 
in imajo razrahljano tilakoidno strukturo, pri čemer se HC-Pro verjetno veže na MinD, 
ATP-azo odvisno od kalcija, kar ima za posledico neuspešno sklapljanje Z-obroča, 
zaustavitev delitve in povečanje kloroplasta[11].  
Tudi primarni metabolizem in druge biokemijske poti so prizadete po okužbi PVY. 
Fotosintetska aktivnost in njena hitrost v okuženih krompirjih se zmanjša 5 dni po 
inokulaciji. Koncentracija primarnih metabolitov, ki sodelujejo v presnovi sladkorja in 
aminokislin se 1 dan po inokulaciji zniža, ampak se spet zviša po začetku replikacije 
virusa. Neobčutljive rastline začnejo kopičiti fenole, ki delujejo kot kemična ovira 
virusom, antioksidant ali signalna molekula[11]. 
  Spremembe v transkriptomu so odvisne od tipa interakcije med gostiteljem in 
virusom. β-1,3-glukanaze I, II in III je eden izmed bolj pomembnih genov pri določevanju 
uspešnosti virusa z omogočanjem hitrejše širitve virusa, verjetno s povečanjem 
permeabilnosti plazmodezmat v dovzetnih sortah. Pri HR interakcijah so opažene zvišane 
aktivnosti genov, ki sodelujejo v stresu, celični steni in sekundarnem metabolizmu, 
medtem ko so znižane aktivnosti genov, ki sodelujejo v metabolizmu ogljikovih hidratov, 
signalizaciji in utišanju RNA 1 do 3 dni po inokulaciji. Pri ER se največje spremembe v 
ekspresiji genov dogajajo do 12 ur po inokulaciji. Geni, ki so najbolj aktivirani, so geni, 
odgovorni za sintezo brasinosteroidov in gen 2-ODD, ki ima vlogo v sekundarnem 
metabolizmu[11]. 
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Eden izmed pogostih mehanizmov, s katerim rastline preprečijo prehod virusov iz 
celice v celico, je zapiranje plazmodezmat. To je mehanizem, ki je pogosto reguliran z 
nalaganjem kaloze. Tudi v primeru PVY-krompir interakcij s HR je bilo zabeleženo 
nalaganje kaloze na meji cone celične smrti, vendar so bili virusi zaznani tudi izven cone, 
kar nakazuje, da kaloza mogoče samo upočasni prehod virusov iz celice v celico, ne pa 
ustavi [11, 19]. 
 
1.3. Vloga SAPK8, PP2C in ERF v rastlinskem odgovoru na stres 
1.3.1. SAPK8 in drugi SnRK2 
Pomemben način prenosa signala je reverzibilna fosforilacija proteinov, ki jo 
posredujejo proteinske kinaze in proteinske fosfataze, kar uravnava številne biološke 
procese [21]. Med proteinske kinaze, ki sodelujejo pri prenašanju stresnega signala v 
rastlinah sodijo tiste, ki so skupne vsem evkariontskim organizmom in tiste, ki so 
specifične za rastline, kot na primer protein kinaze povezane s SNF1 (ang. sucrose 
nonfermenting-1) (SnRK). Vse podskupine serin/treonin protein kinaz SnRK, od 1 do 3, 
imajo ključno vlogo pri povezovanju stresa in presnovnih odzivov [22]. 
SnRK2, od katerih je ena SAPK8, so razvrščeni v tri skupine; skupina 1 obsega 
kinaze, ki jih ABA ne aktivira, skupina 2 obsega kinaze, ki jih ABA ne aktivira ali jih 
zelo slabo aktivira, skupina 3 pa kinaze, ki jih ABA močno aktivira. Do zdaj so bile 
najbolj temeljito preučene ABA-odvisne kinaze, ki spadajo v tretjo skupino. Veljajo za 
glavne regulatorje odziva rastlin na ABA. Obstajajo konkretni znaki, da so SnRK2 
pozitivni regulatorji odzivanja rastlin na pomanjkanje vode. Najverjetneje dopolnjujejo 
ABA-odvisne kinaze v obrambi pred stresom iz okolja [22]. 
Aminokislinska zaporedja vseh SnRK2 lahko razdelimo na dve regiji: N-terminalno 
zelo ohranjeno kinazno domeno, imenovano tudi aktivacijska zanka, in C-terminalno 
domeno, ki vsebuje odseke kislih aminokislin. C domena se naprej deli na Domeno I, 
potrebno za aktivacijo proteina s pomočjo osmotskega stresa in Domeno II, 
karakteristično za SnRK2 skupine 3, ki je potrebna za odgovor na ABA. Čeprav kinaze, 
ki aktivirajo SnRK2 niso najdene, obstajata dve pomembni mesti fosforilacije znotraj 
aktivacijskih zank teh kinaz, od katerih je eno kritično za katalitično aktivnost, obe pa 
potrebni za popolno aktivacijo kinaze. Poleg tega je znano, da fosfataze PP2C skupine A 
deaktivirajo od ABA odvisne SnRK2 in da je ta deaktivacija onemogočena po vezavi 
ABA na svoj receptor. Primer takšne interakcije je interakcija ABI1 z SnRK2.6. [22]. 
Obsežni podatki kažejo, da so SnRK2 pozitivni regulatorji odziva rastlin na sušo. 
Uravnavanje odziva rastline na ABA preko poti SnRK2 poteka z direktno fosforilacijo 
različnih tarč na nižje v kaskadi, na primer transkripcijskih faktorjev, potrebnih za 
izražanje številnih genov, ki sodelujejo v odzivu na stres.  
1.3.2. PP2C 
Protein fosfataze se lahko razporedijo v dve glavni skupini: protein tirozin fosfataze 
in serin/treonin fosfataze. Slednje se naprej delijo na fosfoprotein fosfataze, fosfataze na 
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osnovi aspartata in na protein fosfataze, ki so odvisne od Mg2+ ali Mn2+, od katerih je 
najbolj pomembna družina genov protein fosfataze tipa 2C (PP2C). Za PPM družino 
genov je karakteristično, da nimajo regulativnih podenot kot pri PPP, temveč imajo 
domene, ki omogočajo substratno specifičnost. Poleg tega uporabljajo metalne ione za 
aktivacijo molekule vode, ki omogoči defosforilacijo [21, 23]. 
Okarakteriziranih je 80 genov PP2C v Arabidopsis, ki spadajo v 12 skupin, označenih 
po abecednem redu, od katerih so skupine A in B specifične samo za rastline in zelene 
alge. Funkcija PP2C je povezana predvsem s stresno signalizacijo[21, 24].  
Kot odgovor na abiotski stres vezava ABA na receptor, sestavljen iz regulativne 
komponente ABA receptorja (RCAR) in PP2C iz skupine A, kot sta ABI1 in ABI2, 
omogoči deaktiviranje proteinov v receptorju. ABI1 in ABI2 imata vlogo v inhibiciji 
proteinskih kinaz kot je OST1, znan tudi kot SnRK2.6, ki kasneje aktivirajo 
transkripcijske faktorje, odgovorne za uravnavanje odziva na ABA. Po vezavi ABA na 
kompleks RCAR-ABA pride do inaktivacije fosfataze in sprostitve aktivnega mesta 
SnRK2.6 [21-22, 24-25].  
PP2C členi skupine B, imenovani tudi AP2C ali MP2C, negativno uravnavajo MAPK 
kaskade v razvoju listnih rež in odgovoru na biotski stres. PP2C omogoča specifične 
odgovore v različnih signalnih poteh, ki delijo iste mitogen aktivirajoče protein kinaze 
(MAPK) ali MAPK kinaze (MKK). Tako na primer AP2C1 uravnava MAPK aktivnosti 
na poškodbo tkiva in številne patogene, medtem ko AP2C3 uravnava diferenciacijo in 
delitev celic, ki bodo postale listne reže [24]. 
Člen skupine F, PIA1, regulira ekspresijo obrambnih genov, tako da omogoča 
akumulacijo stresnih hormonov etilena in SA. Drugi člen iste skupine, WIN2, prepozna 
efektor HopW1-1 iz Pseudomonas in omogoči obrambo proti tem patogenom, pri čemer 
se zviša koncentracija SA [24]. 
KAPP je eden izmed PP2C proteinov, ki ne spada v nobeno od 12 skupin. KAPP 
interagira z receptorju podobno kinazo (RLK) in vpliva na signalne poti, ki uravnavajo 
razvoj meristema, imunski odgovor rastlin in/ali signalizacijo s hormoni [24]. 
1.3.3. ERF 
Faktorji odziva na etilen (ERF) so transkripcijski faktorji specifični za rastlino in 
so poddružina transkripcijskih faktorjev APETALA2/ERF [26]. Predstavljajo zadnji sloj 
regulacije, ki lahko vklopi ali izklopi izražanje obrambnih genov na biotski in abiotski 
stres, ki so okužbe s patogeni, mehanske poškodbe, hladni in toplotni stres, UV svetloba, 
suša in slanost. Ta neposredna regulacija se izvaja s pomočjo sposobnosti ERF, da se 
vežejo na GCC (AGCCGCC) ali DRE (element, odziven na dehidracijo A/GCCGA) cis 
elemente genov in se povežejo z aktivatorskimi ali represorskimi kompleksi. ERF so 
regulirani tako na stopnji transkripcije kot tudi s pomočjo postranslacijskih modifikacij, 
kot je na primer aktivacija s fosforilacijo, odvisno od MAPK kaskad [27-28].  
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2. Namen dela in hipoteze 
 
2.1. Namen 
Ker je mehanizem krompirjevega odgovora na PVY še vedno neznan, je potrebno 
izvesti številne raziskave, ki bodo osvetlile interakcije med krompirjevimi proteini. 
Raziskovalci na NIB-u so do zdaj s pomočjo kvasnega dvohibridnega sistema odkrili 
različne interakcije med proteini krompirjevega imunskega sistema, kljub temu pa  da ta 
metoda pogosto lažno pozitivne rezultate. Da bi bili bolj gotovi, da pride do interakcije 
med proteini, je to potrebno preveriti z vsaj še eno metodo. Metodo, ki smo jo uporabili 
v eksperimentih, je bila metoda kolokalizacije. Kolokalizacija, uporabljena za 
ugotavljanje, ali se dva proteina nahajata v istem območju celice, se nanaša na opazovanje 
prostorskega prekrivanja med dvema različnima fluorescentnima oznakama, od katerih 
ima vsaka ločeno valovno dolžino emisije [29]. 
Interakcije med proteini, ki smo jih raziskovali so bile interakcija SAPK8 s PP2C in 
interakcija SAPK8 z ERF98.2. Na NIB-u so že imeli sev A. tumefaciens z binarnim 
plazmidom, ki je vseboval insert SAPK8 s fuzijskim proteinom RFP, medtem ko smo 
seva z zapisoma za proteina SAPK8 in ERF98.2, konjugirana z GFP, pripravili kot del 
moje naloge. S transformiranimi agrobakterijami smo testirali lokalizacijo in 
kolokalizacijo izbranih proteinov s predhodno transformacijo tobaka N. benthamiana. 
Ker podatki iz literature kažejo na to, da pride do spremembe interakcij med proteini 
skupin SnRK2 in PP2C po vezavi ABA na njegove receptorje [21-22, 24-25], bomo 
preverili tudi lokalizacijo proteinov po nanosu ABA na liste. 
2.2. Hipoteza 
1. Pride do interakcije med SAPK8 in PP2C, zaradi česar bo tudi prišlo do njihove 
kolokalizcaije 
2. Pride do interakcije med SAPK8 in ERF98.2, zaradi česar bo tudi prišlo do 
njihove kolokalizacije 
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3. Materiali in metode 
3.1. Priprava seva agrobakterij z zapisom za PP2C-GFP in seva z 
zapisom za ERF98.2-GFP 
3.1.1. Homologna rekombinacija – LR reakcija 
Sledili smo protokolu firme Invitrogen [30]. Eksperiment smo začeli z vektorjem 
pH7FWG2 (slika 3.1.a), binarnim vektorjem z zapisom za GFP fuzijski protein, in z 
dvema pENTR vektorjema (slika 3.1.b), od katerih eden vsebuje gen PP2C, drugi pa gen 
ERF98.2.  
Slika 3.1. Plazmidi, uporabljeni 
v reakciji homologne 
rekombinacije.  
a)  Binarni plazmid 
pH7FWG2, ki ima v reakciji 
homologne rekombinacije vlogo 
sprejemnega vektorja Gateway. Ori: 
mesto začetka replikacije za E. coli; 
pVS1 oriV: mesto začetka 
replikacije za agrobakterije [31]; 
Sm/SpR: zapis za aminoglikozid 
adenililtransferazo [32]. Hyg: zapis 
za aminociclitol fosfotransferazo 
[33]. Egfp: zapis za izboljšan C-
končni fuzijski protein  GFP[34]. 
CcdB: zapis za toksin ccdB [35]. 
P35S: promotor mozaičnega virusa 
cvetače 35S. T35S: terminator 
mozaičnega virusa cvetače 35S 
[36]. AttR1 in attR2: leva in desna 
meja mesta rekombinacije [30]; LB 
in RB: leva in desna meja T-DNA 
[31]. 
b) Plazmid pENTR, ki ima v 
reakciji homologne rekombinacije 
vlogo vhodnega vektorja Gateway. 
KanR: zapis za aminoglikozid 
fosfotransferazo. AttL1 in attL2: 
leva in desna meja mesta 
rekombinacije [30]. Insert ne 
predstavlja dejanske velikosti gena. 
a 
b 
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Sistem rekombinacij Gateway uporablja mestno-specifični rekombinacijski 
mehanizem bakteriofaga λ [37], da bi omogočil prenos DNA zaporedja med vnosnim 
klonom in različnimi sprejemnimi vektorji. Sekvenci, ki se prenašata iz enega vektorja v 
drugega sta obdani z mestoma rekombinacijske vezave (att). Vnosni klon je plazmid, ki 
vsebuje insert obdan z attL sekvencami, medtem ko je sprejemni vektor plazmid, ki 
vsebuje ccdB gen obdan z attR sekvencami. LR reakcija je reakcija, v kateri se insert 
prestavi v sprejemni vektor in ccdB v vnosni klon, pri čemer se att spreminjata iz L v B 
in iz R v P, medtem ko je BP reakcija obratna (slika 3.2.) [30]. 
Slika 3.2. Sistem rekombinacije Gateway 
 
Reakciji rekombinacije katalizirata dve mešanici encimov, ki se imenujeta BP 
klonaza, ki katalizira BP reakcijo, in LR klonaza, ki katalizira LR reakcijo. BP klonaza 
vsebuje rekombinacijski protein bakteriofaga lambda Integrazo, integracijski faktor 
gostitelja (»Integration Host Factor«), ki je kodiran v E. coli in reakcijski pufer. LR 
klonaza vsebuje še rekombinacijski protein bakteriofaga lambda Ekscizionazo [30].  
 
Selekcijo celic, ki vsebujejo samo ekspresijski klon z insertom, se omogoči z dvema 
mehanizmoma. S pomočjo različnih rezistenc, ki jih plazmida nosita (kanamicin in 
spektinomicin v našem primeru) in s pomočjo gena ccdB, ki onemogoči razmnoževanje 
celic, ki so sprejele nerekombiniran sprejemni vektor [30]. 
 
V dve 1,5 ml mikrocentrifugirki smo zmešali po 100 ng vhodnega vektorja, 150 ng 
sprejemnega plazmida in dodali TE pufer do 8 μl končnega volumna na sobni temperaturi. 
LR ClonaseTM II encimsko mešanico smo talili na ledu 2 minuti in po tem kratko 
vorteksirali. Dodali smo po 2 μl encimske mešanice v reakcijski mešanici, kratko 
vorteksirali in mikrocentrifugirali. Encimsko mešanico smo vrnili v skrinjo s temperaturo 
-20oC, reakcijski mešanici pa inkubirali na 25oC. Po 1 uri inkubacije smo v reakcijsko 
mešanico dodali 1 μl Proteinaze K, ki ustavi reakcijo, kratko vorteksirali in inkubirali 10 
min na 37oC.  
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3.1.2. Transformacija cc E. coli z rekombinantnimi plazmidi 
Sledili smo protokolu firme Invitrogen. Začeli smo z reakcijskimi mešanicami iz 
prejšnjega poskusa. Prva je vsebovala ekspresijski plazmid pH7FWG2 z zapisom za 
PP2C, druga pa pH7FWG2 z zapisom za ERF98.2.  
Celice One Shot TOP10 cc E. coli smo odtalili na ledu, jih kratko odcentrifugirali, jim 
dodali po 2 μl reakcijske mešanice in premešali z nežnim potresanjem. Mikrocentrifugirki 
smo inkubirali 30 min na ledu, nato točno 30 s na 42oC in jih vrnili nazaj na led za 2 min. 
Mikrocentrifugirkam smo sterilno dodali po 250 μl S.O.C. medija. Nato smo jih stresali 
1 uro na 37oC pri 200 rpm. 100 μl iz obeh mešanic smo razmazali na LB agar plošče s 
spektinomicinom in inkubirali na 37oC preko noči. 
3.1.3. PCR transformiranih bakterijskih kolonij E. coli 
Sledili smo protokolu firme Kapa Biosystems [38]. S pomočjo  PCR transformiranih 
bakterijskih kolonij smo določili, ali je transformacija E. coli celic iz določenih kolonij 
uspela. Na prvi plošči smo preverili, ali celice vsebujejo pH7FWG2 z zapisom za PP2C, 
na drugi pa pH7FWG2 z zapisom za ERF98.2.  
Ker se začetni oligonukleotidi prilegajo na sam vektor in ne na posamezne inserte 
(slika 3.3.), smo na elektroforeznem gelu pričakovali lise na drugi višini kot lise insertov. 
Pričakovali smo liso na višini standarda za 2304 bp, od česar je 1161 bp velik zapis za 
sam protein, za celice z zapisom za PP2C in 1617 bp, od česar je 474 bp velik zapis za 
sam protein, za celice z zapisom za ERF98.2. Začetna oligonukleotida, uporabljena v 
PCR reakciji, podana s Tm, deležem GC baznih parov in dolžino, sta naslednja:  
 
pH7FWG2_Fw (5’-agttcatttcatttggagaggactc-3’) 
Tm = 54.51 °C 
GC = 40 % 
Dolžina = 25 bp 
 
pH7FWG2_Rv (5’-gtagagagagactggtgatttttgc-3’) 
Tm = 55.61 °C 
GC = 44 % 
Dolžina = 25 bp 
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Slika 3.3. Vektorja pH7FWG2 z 
zapisom za PP2C (a) in z 
zapisom za ERF98.2 (b). Na 
vektorski mapi je označeno, kje 
se prilegata začetna 
oligonukleotida in kaj 
predstavljata PCR produkta na 
elektroforeznem gelu. 
Pričakovali smo lise v višini lis 
standarda 2304 bp za PP2C in 
1617 bp za ERF98.2 na 
agaroznem gelu. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PCR je metoda, uporabljena za specifično pomnoževanje odseka DNA dolžine od 
0,1 do 10 kbp. Za metodo so karakteristični cikli (okoli 30) sestavljeni iz 3 stopenj: 
-Denaturacija: reakcijska mešanica se segreje na okoli 95oC, pri čemer pride do 
denaturacije DNA in sprostitve ssDNA. Ta korak traja okoli 30 s. V prvem ciklu je stopnja 
denaturacije daljša in traja 5 min, zato da bi se genomska DNA popolnoma denaturirala, 
pa tudi da se plazmidna DNA sprosti iz celice[39]. 
a 
b 
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-Prileganje: reakcijska mešanica se ohladi na temperaturo med 50 in 65oC za 15 s, kar 
omogoči prileganje oligonukleotidov na komplementarno zaporedje DNA matrice. V 
našem eksperimentu smo uporabili temperaturo, ki je na začetku 58oC in se z vsakim 
naslednjim ciklom zniža do končnih 52oC. S tem smo omogočili, da je na začetku PCR 
reakcije pomnoževanje bolj specifično in na koncu bolj učinkovito [40]. 
-Podaljševanje: temperatura mešanice se zviša na 72oC, temperaturo, ki je optimalna za 
termostabilno polimerazo. Encim na podlagi matrice podaljša 3' konce oligonukleotidov 
z vgrajevanjem dNTP. Na koncu se reakcijo pusti 5min na 72oC, da se fragmenti 
popolnoma pomnožijo[39]. 
Tabela 3.1. Priprava PCR mešanice za PCR na osnovi bakterijskih kolonij 10 kolonij 
celic, od katerih prvih pet vsebuje plazmid pH7FWG2 z zapisom za PP2C, drugih pet 
pa pH7FWG2 z zapisom za ERF98.2 
 
 KAPA2G je polimeraza, ki smo jo uporabljali v PCR reakcijah in ima zmožnost 
učinkovitega pomnoževanja DNA v vzorcih kot so PCR bakterijske kolonije. Vsebuje 
tudi lastno antitelo, ki onemogoči delovanje polimeraze do prve stopnje denaturacije[38]. 
 
Analizirali smo po 5 kolonij iz vsake plošče in pripravili še slepi vzorec.  Celice 
iz vsake kolonije so bile pred pripravo PCR mešanice (tabela 3.1.) resuspendirane v 50 μl 
destilirane vode. Po 1 μl iz vsake resuspenzije smo dodali v PCR strip, ki je vseboval po 
9 μl PCR mešanice. V slepi vzorec smo poleg PCR mešanice dodali 1 μl destilirane vode. 
Temperatura reakcij se je spreminjala po Shemi 3.2. 
 
Tabela 3.2. Sprememba temperature PCR reakcij za PCR na osnovi E. coli kolonij, 
transformiranih z vektorjema pH7FWG2 z zapisom za PP2C in z zapisom za ERF98.2. 
Reakcija je potekala v PCR aparatu. Pri prileganju smo imeli 10 ciklov s padajočo 
temperaturo in nato še 20 ciklov na najnižji temperaturi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Po končani reakciji smo dodali po 7 μl nanašalnega pufra v vsako reakcijsko 
mešanico in mešanico nanesli na agarozni gel. Uporabili smo MassRuler velikostni 
reagent konc. v zalogi končna konc. μl na reakcijo μl za 11 reakcij 
voda   6,14 67,54 
pufer B 5x 1x 2 22 
dNTP mešanica 10mM vsakega 0,2mM vsakega 0,2 2,2 
5' PCR oligo 10μM 300nM 0,3 3,3 
3' PCR oligo 10μM 300nM 0,3 3,3 
KAPA2G 5U/ μl 0,3U 0,06 0,66 
95°C  5min  
95°C 30s 
30 
ciklov 
58-52°C 
15s 
72°C 2min 
72°C 5min  
4° C  
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standard. Po eni uri in pol poteka elektroforeze smo agarozni gel slikali s pomočjo UV 
luči.  
 Za dva pozitivna vzorca iz vsake plošče smo pripravil prekonočno kulturo. 
Kolonije smo resuspendirali v 5 μl destilirane vode in suspenzijo dodali v 5 ml LB medija. 
Medij s celicami smo inkubirali 16-18 ur na 37oC z 200-250 rpm. 
 
3.1.4. Izolacija plazmida 
Sledili smo protokolu Sigma-Aldrich. Začeli smo s 4 prekonočnimi kulturami, ki so 
vsebovale 5 ml suspendiranih celic E. coli v LB gojišču. Prvi dve prekonočni kulturi celic 
sta vsebovali ekspresijski vektor pH7FWG2 z zapisom za PP2C, drugi dve pa pH7FWG2 
z zapisom za ERF98.2. 
  
Tvorba očiščenega lizata. Po 5 ml prekonočne kulture iz vsakega vzorca smo 
centrifurigali. Usedlino smo resuspendirali z 200 μl resuspenzijske raztopine in po tem 
vorteksirali. Vsakemu vzorcu smo dodali po 200 μl lizne raztopine in obrnili 4-krat, da bi 
premešali in nato inkubirali pri sobni temperaturi  5 min. Po inkubaciji smo dodali 350 μl 
nevtralizacijske raztopine, spet obrnili 4-krat, da bi premešali in centrifugirali 4 min pri 
največji hitrosti. 
 
 Priprava vezavne kolone in vezava plazmidne DNA na kolono. Vstavili smo 4 
kolone v cevi za zbiranje in dodali 500 μl raztopine za pripravo kolone. Cevi za zbiranje 
smo centrifugirali in po tem odstranili tekočino, ki je stekla skozi kolone. Po pripravi 
kolon smo vzorce odpipetirali na kolone, centrifugirali in odstranili tekočine, ki so stekle 
skozi kolone. 
 
Spiranje in eluiranje plazmidne DNA. Dodali smo po 750 μl izpiralne raztopine v 
kolone, centrifugirali in odstranili tekočine iz mikrocentrifugirke. Mikrocentrifugirke 
smo še enkrat centrifugirali, da smo odstranili spiralno raztopino in kolone premaknili v 
mikrocentrifugirki. V kolone smo dodali po 50 μl 70oC vode brez nukleaz, inkubirali 10 
min pri sobni temperaturi, centrifugirali in odstranili kolone.  
 
Vzorce smo analizirali na NanoDrop Microvolume spektofotometru, da bi ugotovili 
koncentracijo nukleinskih kislin v vzorcu, razmerje med absorpcijo 260 nm in 280 nm 
EM valovanja in med absorpcijo 260 nm in 230 nm EM valovanja. Na koncu smo s 
pomočjo elektroforeze preverili, da se plazmidi niso razgradili pri izolaciji iz celic. 
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3.1.5. Transformacija elektrokompetentnih agrobakterij 
Začeli smo s pripravljenimi elektrokompetentnimi celicami A. tumefaciens in z dvema 
raztopinama plazmidov, od katerih je ena vsebovala plazmid pH7FWG2 z zapisom za 
PP2C, druga pa plazmid pH7FWG2 z zapisom za ERF98.2.  
Na ledu smo odtalili celice in razredčili raztopini s plazmidi na 100 ng/μl. Po 1 μl 
razredčenih raztopin s plazmidom smo dodali v raztopino agrobakterij in odpipetirali 
mešanico v 0.1 cm kiveto za elektroporacijo. Elektroporirali smo pri naslednjih 
nastavitvah: napetosti 2 kV, uporu do 200 Ω in kapacitivnosti od 25 μF. Dodali smo 1 ml 
YM medija v kiveto, prestavili mešanico iz kivete v 15 ml falkonko in inkubirali 3 ure 
pri 30oC in 225 rpm. Celice smo razmazali na 4 YM selekcijske plošče z rifampicinom in 
spektinomicinom. Za vsak vzorec smo imeli ploščo s 100 μl in 5 μl transformiranih celic. 
3.1.6. PCR na osnovi kolonij transformiranih agrobakterij 
Sledili protokolu firme KAPA Biosystems. S pomočjo  PCR bakterijskih kolonij smo 
ugotovili, ali je transformacija celic A. tumefaciens iz določenih kolonij uspela. Na prvi 
plošči smo preverili, ali celice vsebujejo pH7FWG2 z zapisom za PP2C, in na drugi 
pH7FWG2 z zapisom za ERF98.2. 
 
Uporabili smo enake oligonukleotide kot pri koraku 3.1.4. in z njimi pričakovali liso 
v višini lise standarda 2304 bp, od česar je 1161 bp velik zapis za sam protein, za celice 
z zapisom za PP2C in 1617 bp, od česar je 474 bp velik zapis za sam protein, za celice z 
zapisom za ERF98.2 na agaroznem gelu po elektroforezi. Oligonukleotida, uporabljena v 
PCR, podana s Tm, deležem GC baznih parov in dolžino, sta naslednja:  
 
pH7FWG2_Fw (5’-agttcatttcatttggagaggactc-3’) 
Tm = 54.51 °C 
GC = 40 % 
Dolžina = 25 bp 
 
pH7FWG2_Rv (5’-gtagagagagactggtgatttttgc-3’) 
Tm = 55.61 °C 
GC = 44 % 
Dolžina = 25 bp 
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Analizirali smo po 5 kolonij iz vsake plošče in pripravili še slepi vzorec. Celice iz 
vsake kolonije so bile pred pripravo PCR mešanice (tabela 3.1.) resuspendirane v 50 μl 
20 mM NaOH. Po 1 μl iz vsake resuspenzije smo dodali v PCR strip, ki je vseboval po 9 
μl PCR mešanice. V slepi vzorec smo poleg PCR mešanice dodali 1 μl destilirane vode. 
Temperatura reakcij se je spreminjala kot je zapisano v tabeli 3.2. 
Po končani reakciji smo v vsako reakcijsko mešanico dodali po 7 μl nanašalnega pufra 
in naredili nanos na agarozni gel. Uporabili smo GeneRuler velikostni standard. Po eni 
uri in pol poteka elektroforeze smo agarozni gel slikali s pomočjo UV lučke.  
 
3.2. Študij kolokalizacije proteina SAPK8-RFP s proteinom PP2C-
GFP in proteinom ERF98.2-GFP 
3.2.1. Agroinfiltracija rastlin N. benthamiana   
Sledili smo protokolu instituta James Hutton in ga ponovili petkrat za vsak posamezen 
eksperiment. Uporabili smo seve agrobakterij z naslednjimi rekombinantnimi proteini: 
PP2C-GFP, ERF98.2-GFP, SAPK8-RFP, P19, H2B-CFP, H2B-RFP, H2B-YFP in prazne 
agrobakterije za kontrolo. Prva dva seva sta imela odpornost proti spektinomicinu in 
rifampicinu, ostali (razen praznih) so imeli odpornost proti kanamicinu in rifampicinu, 
prazne agrobakterijepa imele samo odpornost proti rifampicinu. H2B je histonski protein, 
ki predstavlja označevalca jedra v naših eksperimentih. 
 
Agroinfiltracija je metoda, s pomočjo katere omogočimo prehodno izražanje 
rekombinantnih proteinov v rastlinah. Metoda je zasnovana na naravni zmožnosti 
agrobakterij, da transficirajo rastline s svojo T-DNA, ki vsebuje onkogene gene in gene, 
ki omogočajo sintezo opinov, ki jih agrobakterije uporabljajo kot glavni vir hrane. T-
DNA se nahaja na Ti-plazmidu, ki poleg T-DNA vsebuje vir gene, ki omogočajo transport 
T-DNA v okuženo rastlino. Pri agroinfiltraciji so vsi geni T-DNA zamenjani z 
rekombinantnim proteinom in selekcijskim markerjem. Agrobakterije po vhodu v rastlino 
vstavijo svojo T-DNA s pomočjo vir genov, ki se običajno nahajajo na dodatnem 
pomožnem plazmidu. Pri agroinfiltraciji se uporablja acetosiringon, ki ga agrobakterije 
uporabljajo kot indikator poškodovanega rastlinskega tkiva. Acetosiringon povzroči 
aktivacijo agrobakterij in bolj učinkovito izražanje rekombinantnih proteinov [41-42]. 
 
Rastline vsebujejo sistem za post-transkripcijsko utišanje genov, ki omogoči obrambo 
proti virusom in drugim patogenom, kot so agrobakterije, kjer siRNA tvorijo dvoverižno 
RNA s tujim transkriptom in povzročijo njegovo razgradnjo. Da bi se izognili temu 
mehanizmu, so patogeni razvili protein P19, ki ovira postranskripcijsko utišanje genov, 
ko se vežejo na 19-20 bp velike siRNA. Zaradi tega pri agroinfiltraciji agrobakterij z 
željenim genom agroinfiltriramo tudi agrobakterije z T-DNA, ki vsebujejo gen za P19 
[43-44].   
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Vsako kolonijo, ki je bila pozitivna na elektroforezi pri prejšnjem koraku, smo 
konfluentno razmazali na novo YM ploščo z rifampicinom in spektinomicinom. Eno 
pozitivno kolonijo za vsak insert smo uporabili za pripravo stalne kulture. 5 μl kolonijske 
suspenzije smo dodali v 5 ml YM medija z rifampicinom in spektinomicinom in inkubirali 
16 ur pri 37oC in 225 rpm. 800 μl prekonočnih kultur smo prenesli v mikrocentrifugirki 
za trajne kulture in mikrocentrifugirki dali v skrinjo s temperaturo -80oC. 
 
En dan pred agroinfiltracijo smo pripravili prekonočne kulture agrobakterij, tako da 
smo vsak sev agrobakterij resuspendirali v 15 ml YM gojišča in dodali ustrezne 
antibiotike. Po 18 urah inkubacije pri 30oC in 225 rpm smo centrifugirali suspenzije in 
odstranili supernatant. Palete smo raztopili v 15 ml 10 mM MgCl2:10 mM MES z 0,1 mM 
acetosiringonom in dodali še toliko agroinfiltracijske mešanice, da bo OD600 raztopine 
0,6 za agrobakterije s P19 genom in 0,5 za vse ostale agrobakterije. Po razredčitvi smo 
raztopine 3 ure inkubirali pri sobni temperaturi in nato začeli s samo agroinfiltracijo. 
Naredili smo mešanice raztopin agrobakterij, tako da smo od vsake agrobakterije vzeli 
enak volumen, razen od agrobakterij s P19 genom, katerim smo odvzeli volumen, enak 
vsem ostalim skupaj. Ko smo preverjali lokalizacijo posameznih proteinov, smo uporabili 
11 rastlin, med preverjanjem kolokalizacije pa smo uporabili 13 rastlin (slika 3.3). 
Naredili smo luknje v listih, ki smo jih hoteli agroinfiltrirati in s pomočjo brizge brez igle 
vbrizgali mešanico v liste rastlin N. benthamiana, ki so bile stare okoli 20 dni (slika 3.5.). 
Iskali smo liste, ki so bili srednje velikosti in se niso nahajali na vrhu. Rastline smo 
agroinfiltrirali z naslednjimi mešanicami: 
1. SAPK8: 1x kontrola, 8x SAPK8-RFP, 2x SAPK8-RFP + H2B-YFP 
2. PP2C: 1x kontrola, 8x PP2C-GFP, 2x PP2C-GFP + H2B-RFP 
3. ERF98.2: 1x kontrola, 8x ERF98.2-GFP, 2x ERF98.2-GFP + H2B-RFP 
4. SAPK8 in PP2C: 1x kontrola, 1x SAPK8-RFP, 1x PP2C-GFP, 8x SAPK8-
RFP + PP2C-GFP, 2x SAPK8-RFP + PP2C-GFP + H2B-CFP 
5. SAPK8 in ERF98.2: 1x kontrola, 1x SAPK8-RFP, 1x ERF98.2-GFP, 8x 
SAPK8-RFP + ERF98.2-GFP, 2x SAPK8-RFP + ERF98.2-GFP + H2B-CFP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 3.4. Agroinfiltrirane rastline N. benthamiana. 
a) Prikazanih je 11 rastlin, ki smo jih uporabili pri preverjanju lokalizacije posameznih 
proteinov. b) Prikazanih je 13 rastlin, ki smo jih uporabili pri preverjanju kolokalizacije.  
Bolj temni deli lista so agroinfiltrirani z mešanicami agrobakterij. Z rdečo barvo smo 
označili liste, ki so bili agroinfiltrirani. 
a b 
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3.2.2. Konfokalna mikroskopija 
Analizirali smo rastline N. benthamiana, agroinfiltrirane pred štirimi dnevi. Iz vsake 
rastline smo izrezali po 6 diskov iz agroinfiltriranih delov listov in jih položili na steklo, 
pri čemer smo jih obrnili tako, da spodnja stran lista gleda navzgor. Diske smo pomočili 
v destilirano vodo in jih pokrili s pokrovnim steklom. Stekla smo dali pod 20-kratni 
objektiv konfokalnega mikroskopa Leica in nanje dali imerzijsko olje. S pomočjo kontrol 
smo ugotovili maksimalni ojačitev, občutljivost zaznavanja svetlobe, pri kateri ni ozadja 
v vzorcu, in začeli snemati slike s pomočjo opcije »z scan«. »Z scan« omogoči snemanje 
slike pri različnih oddaljenostih od vzorca, pri katerih so različni deli vzorca v fokusu. Po 
obdelavi »z scan« slik dobimo sliko, ki pove več o vzorcu.  
Pri vsakem eksperimentu smo na 6 od 8 rastlin ki so vsebovale rekombinantne 
proteine brez nuklearnega markerja poškropili liste z ABA. S tem smo preverili, ali pride 
do spremembe lokalizacije proteinov pri 1 uri, 3 urah in 24 urah po nanosu 100 μM ABA 
hormona, raztopljenega v 1% etanolu.  
Ojačitev, uporabljeni laserji in emitirana svetloba, ki je bila zaznavana pri vsakem 
eksperimentu, so prikazani v tabeli 3.3. 
 
Tabela 3.3. Nastavitve, uporabljene v LasX programu mikroskopa Leica pri 
konfokalni mikroskopiji. Barve fluorescentnih oznak so simbolične. 
  
eksperiment fluorescentni 
marker 
ojačitev laser zaznavana valovna 
dolžina 
SAPK8 SAPK8-RFP 727 532 nm 570-640 nm 
 klorofil 626 488 nm 690-750 nm 
 H2B-YFP 600 488 nm 520-550 nm 
PP2C PP2C-GFP 825 488 nm 505-530 nm 
 klorofil 700 488 nm 690-750 nm 
 H2B-RFP 700 532 nm 570-640 nm 
ERF98.2 ERF98.2-GFP 700 488 nm 505-530 nm 
 klorofil 650 488 nm 690-750 nm 
 H2B-RFP 700 532 nm 570-640 nm 
SAPK8 + PP2C SAPK8-RFP 727 532 nm 570-640 nm 
 PP2C-GFP 770 488 nm 505-530 nm 
 klorofil 650 488 nm 690-750 nm 
 H2B-CFP 800 405 nm 450-530 nm 
SAPK8 + ERF98.2 SAPK8-RFP 750 532 nm 570-640 nm 
 ERF98.2-GFP 770 488 nm 505-530 nm 
 klorofil 650 488 nm 690-750 nm 
 H2B-CFP 700 405 nm 450-530 nm 
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4. Rezultati 
4.1. Priprava agrobakterij z zapisom za PP2C-GFP in z zapisom za 
ERF98.2-GFP 
4.1.1. Transformirane E. coli vsebujejo zapis za PP2C in ERF98.2 
Po transformaciji cc E. coli, smo naredili PCR na osnovi transformiranih kolonij in 
analizirali mešanice z elektroforezo (slika 4.1.). Analizirali smo 5 kolonij, ki smo jih 
transformirali s plazmidom pH7FWG2 z zapisom za ERF98.2 in 5 kolonij, ki smo jih 
transformirali s plazmidom pH7FWG2 z zapisom za PP2C. Velikostni standard, 
uporabljen v elektroforezi je bil MassRuler, ki je prikazan levo od slike. Negativna 
kontrola predstavlja PCR mešanico (tabela 3.1.) z destilirano vodo. Pričakovali smo lise 
v višini lise standarda 2304 bp za PP2C in 1617 bp za ERF98.2 na agaroznem gelu (slika 
3.2), ki jih lahko vidimo tudi na sliki. Lise pri kolonijah, ki so vsebovale zapis za PP2C, 
2, 3 in 4 niso toliko izrazite kot lise pri ostalih kolonijah, čeprav so še vedno vidne. Zaradi 
tega teh kolonij nismo uporabili za naslednje eksperimente. 
 
 
Slika 4.1. Agarozni gel po elektroforezi PCR kolonij celic E. coli, transformiranih s 
pH7FWG2, od katerih prvih 5 vsebuje zapis za ERF98.2, drugih 5 pa zapis za PP2C. 
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4.1.2. Izolacija plazmidne DNA iz celic E. coli je bila uspešna 
Da bi preverili uspešnost izolacije plazmidov iz E. coli in koncentracijo nukleinske kisline 
obenem, smo analizirali vzorce na spektrometru Nanodrop (tabela 4.1.). Preverili smo 
tako koncentracijo nukleinskih vzorcev kot tudi razmerje med absorpcijo 260 nm in 280 
nm in med 260 nm in 230 nm. Ti razmerji nam povesta čistost DNA. Pri prvem razmerju 
pričakujemo okoli 1,8, pri drugem pa med 2,0 in 2,2. Razmerje 260/230 pri obeh vzorcih 
2 ni v idealnih mejah, verjetno zaradi fenola, ki je ostal po ekstrakciji. Vseeno je še vedno 
dovolj dober za uporabo vzorcev. 
 
Tabela 4.1. Rezultati Nanodrop analize koncentracije nukleinskih kislin v vzorcu.  
 
Preverjali smo ali je prišlo do razgradnje plazmidov pri ekstrakciji ali do večjih izgub 
med postopkom z elektroforezo (slika 4.2). Prva dva vzorca predstavljata plazmid 
pH7FWG2 z zapisom za PP2C, druga dva pa plazmid pH7FWG2 z zapisom za ERF98.2. 
Velikostni standard, uporabljen v eksperimentu je bil MassRuler, čeprav z njim nismo 
mogli ugotoviti velikosti plazmidov, ker so plazmidi večji kot največja lisa v standardu 
in standardi niso krožni kakor plazmidi. Z elektroforezo smo potrdili, da ni prišlo do 
razgradnje. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4.2. Elektroforeza vzorcev izolacije plazmidne DNA iz celic E. coli. 
 
 PP2C  vzorec 
1 
PP2C    
vzorec 2 
ERF98.2 
vzorec 1 
ERF98.2 
vzorec 2 
koncentracija (ng/μl) 154,0 174,9 150,1 148,8 
260/280 1,91 1,85 1,90 1,90 
260/230 2,02 1,79 2,02 1,98 
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4.1.3. Transformirane agrobakterije vsebujejo zapise za ERF98.2 in PP2C 
Po transformaciji ec A. tumefaciens smo naredili PCR transformiranih bakterijskih 
kolonij in analizirali mešanice z elektroforezo (slika 4.3.). Analizirali smo 5 kolonij, ki 
smo jih transformirali s plazmidom pH7FWG2 z zapisom za ERF98.2 in 5 kolonij, ki 
smo jih transformirali s plazmidom pH7FWG2 z zapisom za PP2C. Velikostni standard, 
uporabljen v elektroforezi je bil MassRuler, ki je prikazan levo od slike. Negativna 
kontrola predstavlja PCR mešanico (tabela 3.1.) z destilirano vodo. Pričakovali smo lise 
v višini lise standarda 2304 bp za PP2C in 1617 bp za ERF98.2 na agaroznem gelu (Slika 
3.2) in ki jih lahko vidimo tudi na sliki. 
Lise pri koloniji 3, ki je vsebovala zapis za PP2C se ne vidi, verjetno ker PCR ni uspel. 
Lise pri koloniji 3, ki je vsebovala zapis za ERF98.2 se vidi slabo, mogoče zaradi 
izgube raztopine pri nanosu na gel. 
  
 
Slika 4.3. Elektroforeza PCR kolonij celic A. tumefaciens transformiranih s 
pH7FWG2, od katerih prvih 5 vsebuje zapis za PP2C, drugih 5 pa zapis za ERF98.2. 
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4.2. Študij kolokalizacije proteina SAPK8-RFP s proteinom PP2C-
GFP in proteinom ERF98.2-GFP 
V naslednjih podpoglavjih so prikazane slike konfokalne mikroskopije listov rastlin, 
agroinfiltriranih z različnimi mešanicami agrobakterij (podpoglavje 3.2.1.). Slike kontrol 
niso prikazane, ker so bile uporabljene za določitev nastavitve ojačanja, pri kateri ni 
ozadja, in zato da ugotovimo, ali je prišlo do kontaminacije. Preverili smo 4 območja na 
listu (ROI) za vsako rastlino. Prikazana so reprezentativna območja za vsak pogoj, pri 
čemer so prikazani vsi fluorescentni markerji in klorofil, ki so bili izraženi v slikanih 
listih. Vsi markerji so prikazani z ustreznimi barvami, klorofil pa je prikazan z zeleno, 
svetlo modro ali belo, v odvisnosti od barve ostalih markerjev v rastlini. Ker ni bilo 
spremembe pri lokalizaciji posameznih proteinov v listih rastlin N. benthamiana po 
nanosu ABA hormona, slike kolokalizacije po nanosu ABA niso prikazane. Po nanosu 
ABA nismo mogli določiti niti spremembe intenzitete, ker nismo imeli nuklearnega 
markerja kot standard.  
4.2.1. SAPK8 
Na slikah 4.4. do 4.8. je prikazana konfokalna mikroskopija listov N. benthamiana 
agroinfiltriranih z mešanicami agrobakterij, ki so vsebovale zapise za SAPK8-RFP in 
P19, s tem da so list na sliki 4.4. vseboval tudi agrobakterije s H2B-YFP jedrnim 
označevalcem. Kloroplasti so obarvani z zeleno barvo. Na slikah 4.4. in 4.5. so 
predstavljeni listi pred nanosom ABA, na sliki 4.6. je predstavljen list 1 uro po nanosu 
ABA, na sliki 4.7. je predstavljen list 3 ur po nanosu ABA in na sliki 4.8. je predstavljen 
list 24 ur po nanosu ABA. Iz slik je razvidno, da se SAPK8-RFP nahaja v jedru in 
citoplazmi, pri čemer je v jedru bolj izražen. Vidimo, da ni prišlo do spremembe 
lokalizacije po nanosu ABA. 
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Slika 4.4. Lokalizacija SAPK8 in jedrnega označevalca v listih N. benthamiana.  
Prikazani so: a) kloroplasti, b) SAPK8-RFP c) H2B-YFP d) vse tri slike se 
prekrivajo.  
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Slika 4.5: Lokalizacija SAPK8 v listih N. benthamiana pred nanosom ABA.  
Prikazani so: a) so prikazani kloroplasti b) SAPK8-RFP c) obe sliki se prekrivata.  
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Slika 4.6. Lokalizacija SAPK8 v listih N. benthamiana 1 uro po nanosu ABA. 
Prikazani so: a) so prikazani kloroplasti b) SAPK8-RFP c) obe sliki se prekrivata. 
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Slika 4.7. Lokalizacija SAPK8 v listih N. benthamiana 3 ure po nanosu ABA.  
Prikazani so: a) so prikazani kloroplasti b) SAPK8-RFP c) obe sliki se prekrivata. 
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Slika 4.8. Lokalizacija SAPK8 v listih N. benthamiana 24 ur po nanosu ABA. 
Prikazani so: a) so prikazani kloroplasti b) SAPK8-RFP c) obe sliki se prekrivata.  
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4.2.2. PP2C 
Na slikah 4.9. do 4.15. je prikazana konfokalna mikroskopija listov N. benthamiana, 
agroinfiltriranih z mešanicam agrobakterij, ki so vsebovale zapise za PP2C-GFP in P19, 
s tem da so listi na slikah 4.14. in 4.15. vsebovali tudi agrobakterije s H2B-RFP jedrnim 
označevalcem. Kloroplasti so obarvani s svetlo modro. Na slikah 4.9., 4.10. in 4.11. so 
predstavljeni listi pred nanosom ABA, na sliki 4.12. je predstavljen list 1 uro po nanosu 
ABA, na slikah 4.13. in 4.14. so predstavljeni listi 3 ur po nanosu ABA in na sliki 4.15. 
je predstavljen list 24 ur po nanosu ABA. Iz slik je razvidno, da se PP2C-GFP vedno 
nahaja v celičnih razdelkih, ki niso jedra in citoplazma. Poleg tega se protein na slikah 
4.9., 4.11., 4.13. in 4.14. (v rastlinah brez jedrnega označevalca lahko samo 
predpostavimo) vidi v jedru. Na sliki 4.14. je rekombinantni protein v eni celici 
lokaliziran tudi v citoplazmi, vendar smo to opazili samo v tem primeru, medtem ko 
smo v ostalih celicah opazili isti vzorec kot v drugih rastlinah. Do vidnih sprememb po 
nanosu ABA ni prišlo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4.9. Lokalizacija PP2C in jedrnega označevalca v listih N. benthamiana, 
ROI1.  
Prikazani so: a) kloroplasti b) PP2C-GFP c) H2B-RFP d) vse tri slike se 
prekrivajo.  
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Slika 4.10. Lokalizacija PP2C in jedrnega označevalca v listih N. benthamiana, 
ROI2.  
Prikazani so: a) kloroplasti b) PP2C-GFP c) H2B-RFP d) vse tri slike se 
prekrivajo.   
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Slika 4.11. Lokalizacija PP2C v listih N. benthamiana, pred nanosom ABA.  
Prikazani so: a) kloroplasti, b) PP2C-GFP, c) obe sliki se prekrivata.  
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Slika 4.12. Lokalizacija PP2C v listih N. benthamiana 1 uro po nanosu ABA, ROI1. 
Prikazani so: a) kloroplasti, b) PP2C-GFP, c) obe sliki se prekrivata. 
 
 
 
  
a 
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Slika 4.13. Lokalizacija PP2C v listih N. benthamiana 1 uro po nanosu ABA, ROI2. 
Prikazani so: a) kloroplasti, b) PP2C-GFP, c) obe sliki se prekrivata. 
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Slika 4.14. Lokalizacija PP2C v listih N. benthamiana 3 ure po nanosu ABA.  
Prikazani so: a) kloroplasti, b) PP2C-GFP, c) obe sliki se prekrivata. 
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Slika 4.15. Lokalizacija PP2C v listih N. benthamiana 24 ur po nanosu ABA. 
Prikazani so: a) kloroplasti, b) PP2C-GFP, c) obe sliki se prekrivata. 
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4.2.3. ERF98.2 
Na slikah 4.16. do 4.20. je prikazana konfokalna mikroskopija listov N. benthamiana, 
agroinfiltriranih z mešanicami agrobakterij, ki so vsebovale zapise za ERF98.2-GFP in 
P19, s tem da so list na sliki 3.16 je vseboval tudi agrobakterije s H2B-RFP jedrnim 
označevalcem. Kloroplasti so obarvani s svetlo modro ali belo na zadnji sliki. Na slikah 
4.16. in 4.17. so predstavljeni listi pred nanosom ABA, na sliki 4.18. je predstavljen list 
1 uro po nanosu ABA, na sliki 4.19. je predstavljen list 3 ur po nanosu ABA in na sliki 
4.20. je predstavljen list 24 ur po nanosu ABA. Iz slik je razvidno, da se ERF98.2-GFP 
nahaja v jedru in citoplazmi agroinfiltriranih celic lista, pri čemer je signal v jedru veliko 
močnejši. Signal na sliki 4.20. je močnejši posebno v citoplazmi, ker so uporabljene 
nastavitve naslednjega eksperimenta in ne zaradi vpliva ABA. Ni prišlo do vidnih 
sprememb po nanosu ABA. 
 
 
Slika 4.16. Lokalizacija ERF98.2 in jedrnega označevalca v listih N. benthamiana, 
ROI1.  
Prikazani so: a) kloroplasti, b) PP2C-GFP, c) H2B-RFP, d) vse tri slike se 
prekrivajo. 
 
 
  
ANDREJ RACE  DIPLOMSKO DELO 
38 
 
Slika 4.17. Lokalizacija ERF98.2 v listih N. benthamiana pred nanosom ABA. 
Prikazani so: a) kloroplasti, b) PP2C-GFP, c) obe sliki se prekrivata. 
 
 
 
 
 
  
ANDREJ RACE  DIPLOMSKO DELO 
39 
 
 
 
Slika 4.18. Lokalizacija ERF98.2 v listih N. benthamiana 1 uro po nanosu ABA. 
Prikazani so: a) kloroplasti, b) PP2C-GFP, c) obe sliki se prekrivata. 
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Slika 4.19. Lokalizacija ERF98.2 v listih N. benthamiana 3 ure po nanosu ABA.  
Prikazani so: a) kloroplasti, b) PP2C-GFP, c) obe sliki se prekrivata. 
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Slika 4.20. Lokalizacija ERF98.2 v listih N. benthamiana 24 ur po nanosu ABA.  
Prikazani so: a) kloroplasti, b) PP2C-GFP, c) obe sliki se prekrivata. 
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4.2.4. SAPK8 + PP2C 
Na slikah 4.21. do 4.24. je prikazana konfokalna mikroskopija listov N. benthamiana, 
agroinfiltriranih z mešanicami agrobakterij, ki so vsebovale zapise za SAPK8-RFP, 
PP2C-GFP in P19, s tem da so listi na slikah 4.21. in 4.22. vsebovali tudi agrobakterije s 
H2B-CFP jedrnim označevalcem. Kloroplasti so obarvani belo. Na slikah je razvidno, da 
v večini primerov do kolokalizacije ne pride. SAPK8-RFP je lokaliziran v jedru in 
citoplazmi, medtem ko je PP2C-GFP v celičnih kompartmentih, ki niso jedra in 
citoplazma. Protein PP2C-GFP se na slikah 4.21., 4.22. in 4.23. v določenih celicah tudi 
nahaja v jedru, pri čemer sta proteina kolokalizirana. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4.21. Kolokalizacija SAPK8, PP2C in jedrnega označevalca v listih N. 
benthamiana.  
Prikazani so: a) kloroplasti, b) PP2C-GFP, c) SAPK8-RFP, d) H2B-CFP, e) vse 
štiri slike se prekrivajo.   
d 
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Slika 4.22. Kolokalizacija SAPK8, PP2C in jedrnega označevalca v listih N. 
benthamiana, ROI2.   
Prikazani so: a) kloroplasti, b) PP2C-GFP, c) SAPK8-RFP, d) H2B-CFP, e) vse 
štiri slike se prekrivajo. 
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Slika 4.23. Kolokalizacija SAPK8 in PP2C v listih N. benthamiana, ROI1. 
Prikazani so: a) kloroplasti, b) PP2C-GFP, c) SAPK8-RFP, d) vse tri slike se 
prekrivajo. 
 
 
  
ANDREJ RACE  DIPLOMSKO DELO 
45 
 
 
 
 
 
Slika 4.24. Kolokalizacija SAPK8 in PP2C v listih N. benthamiana, ROI2. 
Prikazani so: a) kloroplasti, b) PP2C-GFP, c) SAPK8-RFP, d) vse tri slike se 
prekrivajo.   
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4.2.5. SAPK8 + ERF98.  
Na slikah 4.25. do 4.26. je prikazana konfokalna mikroskopija listov N. benthamiana, 
agroinfiltriranih z mešanicami agrobakterij, ki so vsebovale zapise za SAPK8-RFP, 
ERF98.2-GFP in P19, s tem da je list na sliki 4.25. vseboval tudi agrobakterije s H2B-
CFP jedrnim označevalcem. Kloroplasti so obarvani belo. Na slikah se jasno vidi, da sta 
proteina kolokalizirana v jedru in citoplazmi, pri čemer sta oba bolj izražena v jedru. 
Slika 4.25. Kolokalizacija SAPK8, ERF98.2 in jedrnega označevalca v listih N. 
benthamiana.  
Prikazani so: a) kloroplasti, b) ERF98.2-GFP, c) SAPK8-RFP, d) H2B-CFP, e) vse 
štiri slike se prekrivajo. 
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Slika 4.26. Kolokalizacija SAPK8 in ERF98.2 v listih N. benthamiana.  
Prikazani so: a) kloroplasti, b) ERF98.2-GFP, c) SAPK8-RFP, d) vse tri slike se 
prekrivajo. 
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5. Razprava 
 
Da bi potrdili rezultate dvohibridnega sistema kvasovk, da pride do interakcije med 
proteini krompirjevega imunskega sistema, ki sodelujejo v obrambnem odzivu na 
krompirjev virus Y, smo raziskali, ali pride do kolokalizacije med njimi. Rezultati so 
pokazali, da obstaja kolokalizacija med proteini SAPK8 in ERF98.2 in da je možna tudi 
kolokalizacija med proteini SAPK8 in PP2C. 
 
Brez dvoma lahko rečemo, da je SAPK8-RFP lokaliziran v jedru in citoplazmi, pri 
čemer je v jedru signal močnejši. 
Lokalizacija proteina PP2C ni bila enaka v vseh analiziranih celicah listov rastlin N. 
benthamiana, vendar se verjetno ni spreminjala po nanosu ABA. Protein se je vedno 
nahajal v neznanih celičnih razdelkih, ki niso jedra in citoplazma. Celični razdelki so se 
pogosto prekrivali s kloroplasti, ampak ne vedno (slike 4.9. do 4.14.). Ti neoznačeni 
organeli lahko predstavljajo mitohondrije, pri čemer se PP2C morda lokalizira pri 
mitohondrijski in plastidni DNA, ali pa predstavljajo vezikle zaradi morebitne sekrecije 
izven celic. Del celic je vseboval tudi PP2C v jedru (slika 4.9.), vendar jih v večini celic 
tam nismo videli (slika 4.10.). Samo pri eni celici od 20 rastlin z zapisom za ta protein 
smo opazili izražanje PP2C tudi v plazmalemi (slika 4.13.). Ta celica je bila slikana 3 ure 
po nanosu ABA, vendar nobena druga celica v dveh rastlinah, analiziranih 3 ure po 
nanosu ABA ni izražala PP2C v jedru, zaradi česar ne moremo reči, da je hormon razlog 
za izražanje proteina v citoplazmi. Bolj natančne ugotovitve o nahajanju PP2C proteina 
zahtevajo dodatne analize. 
Protein ERF98.2 se nahaja v jedru in citoplazmi celic listov rastlin N. benthamiana. 
Pri določenih rastlinah (slika 4.15. in slika 4.16.) se fluorescence v citoplazmi ne vidi, 
oziroma se jo vidi izredno slabo, medtem ko se pri drugih (slika 4.20.) vidi skoraj enako 
močno kot v jedru. Razlog za to verjetno ni nanos ABA, ampak različne nastavitve pri 
eksperimentih in mogoče tudi različna uspešnost agroinfiltracije posameznih rastlin, ker 
vidimo, da se v citoplazmi izraža tudi pred in po nanosu hormona. Močan signal proteina 
v jedru nakazuje na to, da je protein transkripcijski faktor, tako kot drugi ERF proteini. 
 
Pri analizi kolokalizacije proteina SAPK8 s proteinom PP2C smo ugotovili, da do 
kolokalizacije lahko pride, ampak ne vedno. Na sliki 4.21. vidimo, da sta proteina 
kolokalizirana skoraj v vsakem jedru, na sliki 4.24. pa kolokalizacije ne vidimo, ker se 
SAPK8 nahaja v jedru in  citoplazmi, medtem ko se PP2C nahaja samo v neznanih 
celičnih razdelkih, ki niso jedra in citoplazma. Tako lahko rečemo, da je tudi interakcija 
med proteini možna, ampak malo verjetna. Bolj natančni zaključki bodo možni po 
dodatnih analizah. 
Pri analizi kolokalizacije proteina SAPK8 s proteinom ERF98.2 smo ugotovili, da 
sta proteina kolokalizirana v jedru in citoplazmi. Pri študiju kolokalizacije se izražanje v 
plazmi vidi pogosteje in močneje kot pri študiju lokalizacije zaradi različnih nastavitev, 
ki so bile uporabljene. Obstaja možnost, da SAPK8 fosforilira ERF98.2 in tako vpliva na 
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njegovo aktivnost, česar ne moremo trditi pred izvedbo dodatnih eksperimentov. 
Interakcijo je treba dokazati z dodatnimi metodami, ki preverjajo interakcije med proteini 
in planta. Metode, ki bi bile uporabne so: ko-imunopercipitacija (CoIP), bimolekularna 
fluorescentna komplementacija (BiFC) ali Forsterjev prenos energije (FRET). 
 
V prihodnosti bi bilo dobro tudi raziskati, ali pride do spremembe lokalizacije in 
izražanja SAPK8, ERF98.2 in PP2C po nanosu SA ali jasmonske kisline, poleg ABA, ker 
tudi ta dva hormona predstavljata pomembne signalne molekule v rastlinskem odgovoru 
na številne abiotske in biotske vzroke stresa. Za razumevanje mehanizmov, ki vodijo do 
različnih odnosov med krompirjem in PVY, je treba izvesti in vključiti podrobne študije 
interakcije drugih proteinov. To bo vodilo do širše slike biokemičnih odzivov in 
spremembe izražanja genov, ki se dogajajo med okužbo. Nazadnje je treba vse te podatke 
vključiti v model odziva krompirja na okužbo s PVY, kar bo omogočilo nadaljnjo razlago 
bioloških podatkov, napovedovanje izida okužbe in morda tudi nove biotehnološke 
uporabe [11]. 
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6. Zaključek 
 
Naši rezultati so osvetlili majhen del kompleksnih procesov, ki se dogajajo med PVY 
infekcijo krompirja. Potrdili smo, da med proteini SAPK8 in ERF98.2 pride do 
kolokalizacije in da je interakcija možna, poleg tega pa, da je interakcija možna tudi med 
proteini SAPK8 in PP2C, čeprav je zelo malo verjetna, ker proteina nista kolokalizirana 
v večini celic. Pokazali smo, kje v celicah N. benthamiana se nahaja vsak od treh 
posameznih proteinov in da po nanosu ABA ne pride do spremembe lokalizacije SAPK8 
in ERF98.2, medtem ko za PP2C tega nismo potrdili. Različna lokalizacija PP2C-GFP v 
različnih celicah in neznani celični razdelki, v katerih se je protein nahajal v večini 
primerov nakazujejo na to, da je potrebnih več eksperimentov, da bi ugotovili točno 
lokalizacijo tega proteina.  
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